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1. UVOD 
1.1. Naranča (Citrus sinensis Osbeck cv. Washington navel) 
Slatka  naranča (sorta Washington navel) je zimzelena biljna vrsta iz roda agruma 
(Citrus), pripada porodici Rutaceae. Stablo se odlikuje visokom i gustom krošnjom s oštrim 
bodljama na granama.  
1.1.1. Povijest vrste i geografska distribucija 
Prvi puta naranča je kultivirana u južnoj Kini i sjeveroistočnoj Indiji. Perzijska 
naranča, rasla je kao divlja vrsta u južnoj Europi te dolazi u Italiju u 11. stoljeću .U početku se 
kao takva koristila u medicinske svrhe (Liu i sur., 2012). Talijanski trgovci raširili su ju na 
Mediteranskom području u razdoblju poslije 1450. godine. Cristofor Columbo je raširio sjeme 
citrusa na područje Haitia i Kariba tijekom njegovog drugog putovanja 1500. godine. Nakon 
što je naranča identificirana kao jestiva biljka, imućniji ljudi na tom području počeli su ju 
uzgajati. Tijekom 1500. godine, naranča je predstavljena u Južnoj Americi i Meksiku, a do 
1646. godine bila je rasprostranjena širom Europe. U ranoj europskoj povijesti, pisci pišu o 
Perzijskom citrusu kao biljci divnog mirisa, repelentu protiv moljaca te lijeku protiv trovanja 
(Milind i Dev, 2012). Glavne regije svijeta u kojima je naranča zastupljena su SAD uz Brazil, 
Meksiko i Argentinu, Mediteranska regija koju predvode Španjolska, Italija, Egipat i Turska 
te južna i istočna Azija s vodećom Kinom, Japanom i Indijom (Mekbib i sur., 2006). 
1.1.2. Općenite karakteristike vrste 
Naranča je biljka koja je komercijalno raširena u tropskim, semitropskim i toplim 
regijama te je jedna od najrasprostranjenijih biljaka koja se sadi u svijetu (Ehler, 2011). Njeno 
drvo je zimzeleno, najčešće bodljikavih grana te raste od 7.5 m do najviše 15 m visine. Listovi 
su joj glatki, sjajni i kožasti, ovalnog do eliptičnog oblika, 6.5-15 cm dužine i 2.5-9.5 cm 
širine. Tamno zelene boje su te često imaju miris sličan plodovima. Raspoređeni su gusto i 
naizmjenično na granama drveta (Etebu i Nwauzoma, 2014). Krase ju bijeli dvospolni 
cvjetovi (Slika 1) promjera od 4 do 6 cm. Sastoje se od 5 petala koje sadrže uljne žlijezde i 
najčešće 20 žutih prašnika (Valiente i Albrigo, 2004). Nakon cvatnje dolazi do razvoja 
plodova (Slika 2), žutonarančastih okruglih boba širine od 6.5 do 9.5 cm. Nastali od sinkarpne 
plodnice gdje svaka kriška naranče predstavlja jedan plodni list cvijeta. Anatomski plod se 
dijeli na vanjski dio perikarp tj. koru i unutrašnji dio, pulpu. Kora sadrži aromatske uljne 
žlijezde koje daju naranči karakteristični miris. Također na površini se nalazi vosak koji štiti 
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naranču, a njegova količina ovisi o vrsti, klimatskim uvjetima i stupnju rasta (Goudeau i sur., 
2008). 
 
Slika 1. Cvijet naranče (Citrus sinensis Osbeck cv. Washington navel) 
 (Web 1.) 
 
Slika 2. Prikaz ploda naranče (Citrus sinensis Osbeck cv. Washington navel) 
 (Web 2.) 
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1.1.3. Kemijski sastav vrste 
Biljke proizvode kemikalije poznate kao sekundarni metaboliti koji nisu izravno 
uključeni u proces rasta, ali služe kao obrana protiv ineskata i mikrobioloških napada. 
Alkaloidi, flavonoidi, terpenoidi i fenoli pripadaju u tu kategoriju (Okwu, 2005). 
Fitokemikalije koje su prisutne u plodu su D-limonen (s udjelom od 90 %), citral, citronelal, 
sinesal, n-nonal, geranil acetat i linalil acetat, a plod naranče sadržava 1.5 % esencijalnih ulja. 
Lipofilni flavonoidi i furanokumarini su prisutni u prešanim uljima. Hesperidin, naringin i 
neohesperidin su najvažniji flavonoidi u citrusima. Hesperidin je najprisutniji u naranči te se 
sastoji od ramnoze i glukoze. Pronalazimo ga u obliku bijelih mrlja u membrani zamrznutih 
naranči i u smrznutom koncentriranom narančinom soku (Ladaniya, 2008). Karotenoidni 
pigmenti daju žuto, narančasto i crveno obojenje voću i povrću. Boja ovisi o dvostrukim 
vezama i različitim fukncionalnim skupinama koje se nalaze u molekuli karoteinoida. Najviše 
ih ima u kori u obliku lipoproteinskog kompleksa vezanog na lipide u kromoplastu. Po 
kemijskom sastavu pripadaju terpenima čija je osnovna jedinica izopren. Najpoznatiji 
karotenoidi sukaroten i likopen (Khoo i sur., 2011). 
U kori naranče najzastupljeniji su triterpeni, glikozidi te flavonoidi. U listovima 
prevladavaju terpenoidi, a u cvjetovima triterpeni. Plod naranče bogat je vitaminima B1, B2, 
B3, B5, B6 i vitaminom C te mineralima kao što su cink, kalcij, željezo te magnezij (Okwu i 
Emernike, 2006). 
 
1.1.4. Framakologijski profil 
U ljudskoj prehrani od iznimne važnosti su mikronutrijenti kao što su vitamin C i E, 
karotenoidi te flavonoidi, a biljke su bitan izvor tih komponenti (Di Majo i sur., 2005). 
Fitokemikalije prisutne u jestivom voću i povrću pozitivno utječu na ljudski metabolizam i 
zdravlje te pomažu u prevenciji kroničnih i degenerativnih bolesti (Tripoli i sur., 2007). 
Smatra se da jedna naranča sadržava oko 170 fitonutrijenata i više od 60 flavonoida s 
antitumorskim, antiupalnim i antioksidativnim svojstvima te sva ta svojstva imaju važnu 
ulogu u poboljšanju zdravlja (Cha i sur., 2001). 
 Citrusni flavonoidi sadrže protuupalne komponente koje kontroliraju formiranje 
bioloških medijatora odgovornih za aktivaciju endotelnih stanica i specijaliziranih stanica 
uključenih u proces nastajanja upale. Mogu inhibirati kinaze i fosfodiesteraze koje su 
potrebne u procesu stanične signalizacije te također imaju utjecaj na imunološki odgovor 
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aktivacijom T i B limfocita (Manthey i sur., 2001). Osobito značajan flavonoid izoliran iz 
kore naranče je polimetoksi flavon koji je u dosadašnjim istraživanjima pokazao protuupalni 
učinak (Huang i Ho, 2010). 
 Limonen, jedna od glavnih tvari koja se nalazi u kori naranče, reducira rizik od pojave 
karcinoma pluća, dojke, debelog crijeva te kože (Tanaka i sur., 1997, Sun, 2007). Druga 
značajna komponenta naranče je hesperidin i njegov flavonoidni analog, diosmin koji su 
pokazali antikancerogenu aktivnost u različitim istraživanjima. Antikancerogena aktivnost 
tvari ovisi o antioksidativnim svojstvima molekula kao i o njenoj sposobnosti za modifikaciju 
aktivnosti jetrenih enzima.-kriptoksantin, karotenoid koji daje narančastocrvenu boju 
prisutan je u velikoj količini u narančama te značajno smanjuje rizik od nastanka karcinoma 
pluća (Milind i Dev, 2012). 
 Naranča sadržava nizak broj kalorija, bogata je vlaknima i pektinom te je značajna u 
prehrani kod osoba koje se bore s pretilošću. Pektin smanjuje kolesterol u krvi na način da 
smanjuje njegovu reapsorpciju u debelom crijevu te izaziva osjećaj sitosti (Ivanović, 2015). 
 Prema istraživanjima WHO-a, citrusi su važni u sprječavanju razvoja 
kardiovaskularnih bolesti zbog toga što smanjuju razinu homocisteina (Silaste i sur., 2003). 
Također zbog visokog sadržaja vitamina C, karotenoida i flavonoida, važna su zaštita od 
kardiovaskularnih bolesti. Polimetoksi flavon koji je prisutan u kori naranče smanjuje razinu 
kolesterola s boljom efikasnošću od nekih lijekova i to bez nuspojava. Djeluje na način da 
smanjuje sintezu kolesterola i triglicerida unutar jetre (Kurowska i Manthey, 2004). 
 
1.1.5. Upotreba narančine kore 
Kora naranče važan je nusprodukt u industriji koja se bavi preradom citrusa, međutim 
većina takvih nusprodukata tretiraju se kao otpad. Kora naranče sastoji se od dva različito 
obojena dijela epikarp (flavedo) i mezokarp (albedo) te se obojenost kore mijenja ovisno o 
stupnju zrelosti ploda (Ferenčić i sur., 2016). Epikarp je obojeni, vanjski dio površine kore 
dok je mezokarp unutrašnji, meki bijeli sloj kore. Narančina kora sadržava velik broj fenolnih 
komponenti uključujući i nekoliko flavonoida. Dosadašnja istraživanja pokazala su da kora 
citrusa sadržava esencijalna ulja koja se koriste u antibakterijske i antioksidativne svrhe 
(Madhuri i sur., 2014). 
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U današnje vrijeme u poljoprivredi kora naranče koristi se kao sastojak za 
obogaćivanje životinjske hrane te kao organsko gnojivo kroz kompost. To se uspješno postiže 
modificiranjem citrusnog otpada tako da se prilagođava omjer C/N tla, pH vrijednost te 
koeficijent vlage (van Heerden i sur., 2002). Sadržavajući mnoge značajne komponente, kora 
naranče je iskoristiva u biorafineriji. Biorafinerija se definira kao ustrojstvo industrije koja iz 
biomase otpada kroz razne procese i opremu proizvodi gorivo, energiju i kemikalije. Prednost 
biorafinerije je velika iskoristivost biootpada u dobre svrhe. Kora naranče u epikarpu sadržava 
karotenoide i esencijalna ulja, od kojih je oko 90 % D-limonen, klasificiran kao ciklički 
terpen (Chafer i sur., 2001). On je bezbojna tekućina na sobnoj temperaturi s jakim mirisom 
na naranču te se koristi u industriji hrane i lijekova kao pojačivač okusa. Također se koristi u 
kemijskoj industriji pri proizvodnji kozmetike i proizvoda za čišćenje jer je njegova izolacija 
vrlo jednostavna i razvijena. Pektin je također važna komponenta koja se nalazi u kori naranče 
i to u mezokarpu (albedo) te se koristi u prehrambenoj industriji kao tvar za zgrušnjavanje te 
stabilizator u sokovima i mliječnim proizvodima. Uz pektin od kore naranče mogu se još 
iskoristiti pektinski enzimi koji nastaju prilikom kombinacije uzgoja kore i mikroorganizama 
te se isto tako koriste u prehrambenoj industriji najčešće pri proizvodnji sokova. Uz sve 
navedene upotrebe još se koristi kao tvar koja apsorbira nečistoće i teške metale u otpadnim 
vodama (Namasivayam i sur., 2003). Aktiviran ostatak citrusne kore (eng. Activated citrus 
peel extract) najčešće sadržava barem jednu od navedenih komponenti: oligosaharide, 
peptide, masne kiseline, trigliceride te glikozide. Koristi se kao dio dermatoloških tretmana te 
za očuvanje hrane, pića i kozmetike (Medvedev i Kat, 2004). Relativno visoka koncentracija 
celuloze i hemiceluloze te niska koncentracija lignina nameće koru naranče kao idealan 
materijal za proizvodnju papira. Proizvodnja papirne mase iz narančine kore pokazala se 45 % 
jeftinija, što je pokazalo smanjenje troškova proizvodnje od 0.9 do 4.5 % (Ververis i sur., 
2007). Istraživanja su pokazala da kora naranče sadržava brojne važne i iskoristive tvari koje 
su danas vrlo lako primjenjive te ekonomski isplative (Siles Lopez i sur., 2010). 
 
 1.2. Ultrazvučna ekstrakcija 
 Ekstrakcija predstavlja izdvajanje i koncentriranje određenih sastojaka iz biljnih i 
životinjskih tkiva pomoću odabranih otapala primjenom standardiziranih metoda (Savić, 
2014). Ultrazvučna ekstrakcija je jedna od novijih metoda koje se upotrebljavaju u 
prehrambenoj industriji. Dokazano je da ultrazvučni valovi visokog intenziteta mogu dovesti 
do rupture stanica i denaturacije enzima, dok je za ultrazvuk niskog intenziteta utvrđeno da 
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može dovesti do promjene u metabolizmu stanica (Chemat i sur., 2010). Ultrazvučna 
ekstrakcija je jednostavna metoda koja je lako izvediva u laboratoriju u ultrazvučnoj kupelji. 
Sama metoda temelji se na tome da se usitnjeni uzorak pomiješa sa otapalom pogodnim za taj 
biljni materijal, te se sve zajedno stavlja u ultrazvučnu kupelj na kojoj se namješta 
temperatura i vrijeme ekstrakcije (Garcia-Salas i sur., 2010). Tehnologijom ultrazvučne 
ekstrakcije možemo povećati ekstrakciju polifenola, antocijana, aromatskih tvari, ulja te 
polisaharida. Mehanički učinci ultrazvuka osiguravaju veće prodiranje otapala u materijale 
koji se ekstrahiraju te time povećavaju transfer mase (Drmić i Režek Jambrak, 2010). 
 Kod ekstrakcije čvrstih tvari treba povećati površinu uzajamnog djelovanja između 
faza usitnjavanja i homogenizacije. U sredini ekstrakcije brzinu gibanja faza je potrebno 
povećati te se vrijeme ekstrakcije treba produljiti prilikom povećanja količine tvari (Eskilsson 
i Bjorklund, 2000). 
 Dugogodišnja istraživanja ultrazvučne ekstrakcije na komoraču, hmelju, nevenu i 
menti sa vodom i etanolom kao otapalima, pokazala su da je volumen povećan za 34 %, 18 %, 
2 % i 3 % u vodi te za 34 %, 12 %, 3 % i 7 % u etanolu (Vinatour, 2001). Vilkhu je u svom 
istraživanju proučavao  utjecaj ultrazvučne ekstrakcije i različitih otapala prilikom ekstrakcije 
karnoske kiseline iz ružmarina. Korištenjem konvencionalne ekstrakcije sa etanolom kao 
otapalom, prinos ekstrahirane tvari bio je manji nego estrakcijom sa etil-acetatom i 
butanonom. Međutim, ultrazvučnom ekstrakcijom sva 3 otapala pokazala su slične količine 
dobivene tvari. To nam pokazuje da ultrazvučna ekstrakcija smanjuje ovisnost o otapalu i 
omogućuje upotrebu alternativnih otapala što je bitno za ekonomske, okolišne i zdravstvene 
značajke (Vilkhu, 2008). 
 Ultrazvučna ekstrakcija prepoznata je kao odlična tehnika u industriji jestivih ulja 
zbog poboljšanja efikasnosti i smanjenja vremena ekstrakcije (Babaei i sur., 2006). U 
eksperimentu sa sojom i sjemenkama kima, kavitacija uzrokovana ultrazvučnom ekstrakcijom 
pokazala je povećanje propusnosti biljnog tkiva. Mikrofrakture i kidanje staničnih stijenki 
soje i kima pokazalo je veće otpuštanje sastojaka nego konvencionalne metode ekstrakcije i 
maceracije (Vikhu, 2008). 
 Antrakinoni izolirani iz korijena biljke Morinda citrifolia aktivne su komponente koje 
su pokazale nekoliko terapeutskih učinaka te su korišteni u antitumorskom liječenju. Nedavno 
je provedeno istraživanje ultrazvučne ekstrakcije kako bi se poboljšala učinkovitost otapala 
pri ekstrakciji antrakinona iz korijena M.citrifolia. Ekstracija provedena ultrazvukom u 
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etanol/voda sustavu smanjila je vrijeme ekstrakcije za 75 % i povećala sam prinos dobivene 
komponente (Hemwimol i sur., 2006). 
  
1.2.1. Upotreba ultrazvuka 
Ultrazvuk je dio zvučnog spektra visoke frekvencije (>20 kHz) koji je viši od gornje 
granice zvuka koji čovjek može detektirati. U većini slučajeva ultrazvučni valovi su 
longitudinalni valovi, a kroz određeni medij se mogu širiti kao longitudinalni ili transverzalni 
valovi (Režek Jambrak i sur., 2010). Longitudinalni valovi se šire kroz sva tri agregacijska 
stanja, a za širenje transverzalnih valova potrebno je čvrsto tijelo (Abu-Zidan i sur., 2011). 
Prema intenzitetu ultrazvuk dijelimo na one visokog i niskog intenziteta. Ultrazvuk niskog 
intenziteta je onaj koji ima intenzitet manji od 1 W/cm2 i frekvenciju višu od 100 kHz. Koristi 
se za ispitivanje određenih sastojaka hrane te za ispitivanje kemijskog sastava, debljine, 
protoka ili prisustva stranih tijela u gotovim prehrambenim proizvodima. Strana tijela u hrani 
su komadići materijala koji su zaostali u hrani, a princip njihovog otkrivanja temelji se na 
različitoj zvučnoj impedanciji i brzini zvuka stranih tijela u odnosu na hranu tj. njihov različiti 
odziv tijekom prolaska ultrazvučnog vala (Brnčić i sur., 2009). Ultrazvuk visokog intenziteta 
je onaj koji ima frekvenciju od 20 do 100 kHz te snagu između od 10 do 1000 W/cm2. Takav 
ultrazvuk dovodi do fizikalnih promjena materijala te do kemijskih promjena kod materijala 
gdje se primjenjuje. U današnje vrijeme najčešće se koristi za čišćenje, odzračivanje tekućina, 
homogenizaciju tekućina, sušenje, ekstrakciju, destilaciju i uklanjanje mikroorganizama 
(Herceg i sur., 2009). Ultrazvukom visokog intenziteta može se unaprijediti obrada hrane u 
smjeru poboljšavanja nutritivnih vrijednosti te se može uštedjeti energija i skratiti trajanje 
procesa proizvodnje (Brnčić i sur., 2009). 
Upotreba ultrazvuka dovodi do poboljšanja ekstrakcija u usporedbi s konvencionalnim 
tehnikama zbog manje upotrebe otapala te kraćeg vremena tretmana. Ovakvim tipom 
ekstrakcije dolazi do boljeg kontakta otapala i čvrste tvari koja se ekstrahira. Prilikom 
upotrebe ultrazvuka dolazi do pojave mehaničkih učinaka kao što je kavitacija te turbulencija 
i strujanje tekućine. Ultrazvuk smanjuje čvrstinu stanične stijenke nakon čega dolazi do 
proširenja staničnih pora. Sav taj slijed događaja dovodi do pucanja stanične stijenke (Blekić i 
sur., 2011). 
Tijekom upotrebe ultrazvuka dolazi do nastanka longitudinalnih valova kada se zvučni 
val susretne s tekućim medijem prilikom čega dolazi do stvaranja promjenjivog tlaka i širenja 
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vrtloga (Haar i Coussios, 2006). Nakon toga nastaje velik broj mjehurića mikroskopske 
veličine što dovodi do pojave kavitacije. Dolazi do oscilacije mjehurića te nakon 
mnogobrojnih ciklusa kompresije i ekspanzije dolazi do implozije. Sudarajući se jedna s 
drugom, molekule oko mjehurića stvaraju područje s visokom temperaturom i tlakom (Wu i 
Nyborg, 2008). Povećanjem amplitude ultrazvučnih valova dolazi do povećanja broja 
stvorenih mjehurića jer više amplitude dovode do nastanka kavitacije. Kavitacijski mjehurići 
se ne mogu širiti u stanici zbog čega dolazi do povećanja tlaka i pucanja stanice i tkiva. Omjer 
maksimalne i početne veličine mjehurića utječe na intenzitet implozije (Herceg i sur., 2009). 
Pozitivne strane ekstrakcije ultrazvukom su te da se razaranjem biljnih stanica oslobađa 
njihov sadržaj zbog oštećenja stanične stijenke i membrane, a samim time se povećava 
kontaktna površina čvrsto-tekuće faze, odnosno materijala ekstrakcije i otapala (Ivanović, 
2011). 
1.2.2. Ultrazvučni uređaji 
Korištenje ultrazvučne energije u današnje vrijeme je područje koje je u znatnom 
usponu. Ultrazvuk se na uzorcima može koristiti na više načina, pa i hibridnim tehnikama 
kombinacija ultrazvuka s konvencionalnim metodama.    
Ultrazvučna kupka dio je gotovo svakog analitičkog laboratorija. Ona emitira zvučne 
valove visoke frekvencije i energije u posudi ispunjenoj tekućinom, najčešće vodom. Snaga 
zračenja joj je od 1 do 5 W/cm2 te se ne svrstava u moćne alate kemijskih laboratorija. Kupke 
uglavnom emitiraju jednu frekvenciju, koja je najčešće 40 kHz, međutim postoje i one kod 
kojih se može namjestiti dualna frekvencija. Takvi uređaji su poboljšane verzije standardnih 
ultrazvučnih kupki te oni mogu koristi frekvenciju od 25 i 40 kHz u isto vrijeme (Santos i 
Capelo, 2007). Zbog različitih struktura ultrazvučnih kupki one omogućavaju veliki broj 
parametara koji se mogu proučavati. Same kupke uključuju termostatski kontrolirano grijanje 
i promjenjivu snagu, frekvencijsko prostiranje pomoću kojeg se dobiva ujednačenije polje 
kavitacije, pokretna sila koja nastaje uključivanjem ili isključivanjem omogućuje kratak signal 
isprekidane snage ili njezino pulsiranje, električni mjerači vremena omogućuju različito 
trajanje tretmana i perioda kada je isključen. Ultrazvučne kupke djeluju pri nižem intenzitetu 
zbog toga što se na taj način izbjegava oštećenje stijenki spremnika koje uzrokuje kavitacija. 
Zbog velikih volumena tekućine koja se tretira u spremniku, ultrazvučne kupelji rade pri 
manjim akustičnim snagama. (Brnčić i sur., 2009). 
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Za razliku od ultrazvučne kupke, ultrazvučna sonda je uronjena direktno u otopinu i 
ima snagu koja je 100 puta veća od snage kupke. Pokazala se kao moćan alat za ekstrakciju 
tvari iz čvrstih uzoraka pomoću otapala. Svaka ultrazvučna sonda je fokusirajuća, jer je 
oblikovana tako da je snop sonde u jednom dijelu sužen. Takav dio snopa naziva se fokus, a 
zvučni tlak u njemu je do dva puta veći nego na površini sonde (Krstelj, 2003). Ultrazvučne 
vibracije na vrhu sonde omogućuje kontrola amplitude zračenja koja se može postaviti na bilo 
koju razinu. U normalnim uvjetima nisu potrebne visoke amplitude da bi došlo do kavitacije u 
uzorku. Izbor korištenja uređaja ovisi o različitim faktorima. Za analizu većeg broja uzoraka 
primijenit ćemo ultrazvučnu kupku, a za ekstrakciju čvrsto-tekućeg uzorka bolji je izbor 
ultrazvučna sonda jer je smanjeno vrijeme ekstrakcije (Pico, 2013). Nedavno je proizvođač 
REUS (Contes, Francuska) razvio novi reaktor za kupku na 25 kHz, koji se uglavnom koristi 
za primjenu u ekstrakciji. Sastoji se od reaktora od nehrđajućeg čelika opremljenog 
dvostrukim slojem plašta s cirkulacijom vode kako bi se omogućila kontrola temperature 
sustavom hlađenja/grijanja. Ultrazvučne sonde velike snage se općenito češće koriste u 
ekstrakciji. Sustav sonde je snažniji zbog ultrazvučnog intenziteta isporučenog kroz manju 
površinu (samo vrh sonde), kada se uspoređuje s ultrazvučnom kupkom. Obično rade na oko 
20 kHz i koriste pretvornik spojen na sondu koja je uronjena u reaktor što rezultira izravnom 
isporukom ultrazvuka u ekstrakcijski medij s minimalnim gubitkom energije ultrazvuka. 
Postoji nekoliko izvedbi sondi različitih duljina, promjera i geometrije vrha. Odabir sonde se 
vrši prema primjeni i na volumen uzorka koji se sonificira. Intenzitet ultrazvuka isporučenog 
pomoću sustava sondi u tekućem mediju inducira brzo povećanje temperature u reaktoru. 
Proizvođači ultrazvučne opreme velike snage usredotočili su se na razvoj uređaja koji 
uključuju specifične operativne značajke, kao što je kontinuirani protok. Oprema se u osnovi 
sastoji od reaktora od stakla ili nehrđajućeg čelika, kroz koji se tekućinska smjesa pumpa pod 
atmosferskim ili visokim tlakom. Kontinuirani reaktor može se ohladiti ili zagrijati pomooću 
dvostrukog plašta (Chemat i sur., 2017) 
10 
 
 
 
Slika 3. Najčešće korišteni ultrazvučni sustavi: A: Ultrazvučna kupka, B: Ultrazvučni 
reaktor uz miješanje, C: Ultrazvučna sonda, D: Kontinuirana sonifikacija ultrazvučnom 
sondom. (preuzeto i proilagođeno prema Chemat i sur., 2017) 
 
 1.3. Antioksidacijska aktivnost 
  1.3.1. Oksidativni stres 
Povećanje stvaranja reaktivnih, slobodnih kisikovih radikala dovodi do oksidativnog 
stresa. Oksidativni stres se još definira kao poremećaj ravnoteže prooksidansa i antioksidansa 
kao što su vitamin C, E i antioksidacijski enzimi. Do pomaka ravnoteže prema 
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prooksidansima može doći ukoliko je smanjena antioksidativna zaštita organizma ili ako je 
stvaranje radikala pojačano (Birben i sur., 2012). 
Reaktivne kisikove jedinke (eng. Reactive Oxygen Species-ROS) produkt su aerobnog 
metabolizma. Među njih ubrajamo superoksidni anion (O2-), hidroksilni radikal (OH⋅) te 
molekulu vodikovog peroksida (H2O2). Slobodna reaktivna čestica je atom ili molekula koja 
sadrži nespareni elektron (pozitivan, negativan ili bez naboja). Reaktivne kisikove čestice 
glavni su krivci za oštećenje lipida, proteina i DNA (Schieber i Chandel, 2014). Međutim u 
posljednja dva desetljeća pokazale su se korisne kao signalne molekule za regulaciju 
bioloških i fizioloških procesa. Molekularni mehanizmi kao što su antioksidativna regulacija 
gena (tioredoksin, peroredoksin, Ref-1 i Nrf-2), regulacija mitohondrijskog oksidativnog 
stresa, homeostaza željeza kroz klaster proteina (IRE-IRP) te apoptoza i starenje, mjesta su 
gdje reaktivne kisikove jedinke pokazuju svoju važnost i korist (Ray i sur., 2012). 
Oksidativni stres dovodi do nastanka kroničnih i neizlječivih bolesti. Osobe kod kojih 
organizam nije u mogućnosti vlastitim mehanizmom prilagodbe povećati stvaranje 
antioksidanata i održati ravnotežu, kao i kod osoba kod kojih je potreba za antioksidantima 
povećana dolazi do razvoja oksidativnog stresa. Starije osobe, osobe koje boluju od šećerne 
bolesti, reumatske bolesti, Alzheimerove bolesti, Parkinsonove bolest, srčanog i moždanog 
infarkta pripadaju u kritičnu skupinu koja ima veće šanse za stvaranje oksidativnog stresa. 
Alzheimerova i Parkinsonova bolest su jedne od poznatijih neurodegenerativnih bolesti kod 
kojih su istraživanja pokazala oštećenje neurona i neuralnu disfunkciju uzrokovanu 
oksidativnim stresom (Yan i sur., 2013). 
Kod stanja povećane potrošnje kisika, kao što se javlja kod sportaša, također dolazi do 
oksidativnog stresa (Duračkova, 2010). Takav oksidativni stres dovodi do oštećenja mišića te 
smanjuje aktivnost antioksidativnih enzima (Vina i sur., 2006). 
Regulacija oksidativnog stresa pokazala se od izuzetne važnosti kod prevencije 
razvoja tumora i antitumorske terapije. Visoke razine reaktivnih kisikovih jedinki dovode do 
proliferacije kancerogenih stanica zbog toga što je oksidacijsko stanje takvih stanica znatno 
drugačije nego kod normalnih stanica (Sosa i sur., 2013). Nastanak karcinoma događa se zbog 
toga što dolazi do napada ROS-a na molekulu DNA. Oštećenjem DNA dolazi do nepravilnog 
razvoja stanica koje se nekontrolirano dijele i dovode do nastanka stanica koje ne podliježu 
apoptozi. Antitumorske terapije usmjerene su ka razvoju lijekova koje će smanjivati razinu 
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reaktivnih kisikovih jedinki i na taj način spriječiti daljnji razvoj i širenje tumora (Gorrini i 
sur., 2013). 
Istraživanja koja su provedena do sada na temu virusnih infekcija i oksidativnog stresa 
odnose se pretežno na infekcije herpes virusima (EBV), primarnim hepatotropnim virusima 
(virusima hepatitisa B i C) i HIV infekciju. Smanjenjem razine reaktivnih kisikovih jedinki 
prilikom navedenih infekcija može se iskoristiti kao jedan smjer kretanja prilikom razvoja 
terapija (Brkić i sur., 2010).  
 
  1.3.2. Antioksidansi 
 Brojno izlaganje različitim izvorima stresa vodi ka prilagodbi organizma i zaštiti od 
reaktivnih kisikovih jedinki i razvoju mehanizama antioksidativne obrane. Antioksidansi su 
spojevi koji mogu odložiti ili spriječiti oksidaciju supstrata te djeluju na način da sprječavaju 
nastanak ROS-a (smanjenjem lokalne koncentracije kisika, prekidanjem lanca stvaranja novih 
radikala, vezanjem metalnih iona), inaktiviraju reaktivne kisikove vrste (razlaganjem 
peroksida), smanjuju njihove efekte. Mogu također djelovati na način da omogućuju oporavak 
od oksidativnih oštećenja, uklanjanjem izmjenjenih molekula i popravljanjem oštećenja 
nastalih njihovim djelovanjem. Najzastupljeniji su u mitohondrijima jer se tamo stvara najviše 
slobodnih radikala, ali su pronađeni i u citosolu te drugim staničnim strukturama (Stevanović 
i sur., 2011). 
 Najpoznatija podjela antioksidanasa je na enzimske i neenzimske. Enzimski 
antioksidansi u ljudskom organizmu su superoksid dismutaza, katalaza te glutation 
peroksidaza. Navedeni antioksidansi djeluju na način da blokiraju iniciranje reakcije nastanka 
slobodnih radikala te onemogućavaju peroksidaciju lipida na način da svaki od enzimskih 
antioksidanasa veže jednog od pripadnika ROS-a. Neenzimski antioksidansi se dijele na 
endogene, odnosno metaboličke i egzogene. Endogeni neenzimski antioksidansi su oni koje 
organizam sam proizvodi te jedni od najznačajnijih su L-arginin, koenzim Q10, glutation. 
Vitamin C i E, karotenoidi, flavonoidi, omega-3-masne kiseline su najznačajniji egzogeni 
neenzimski antioksidansi koji se moraju unositi u tijelo (Gupta i sur., 2014). 
 Vitamin C ubrajamo u vitamine topljive u vodi te je jedan od najpoznatijih 
antioksidansa kojeg najviše pronalazimo u voću i povrću. Najveća koncentracija zastupljena 
je u voću kao što su jagode, naranča, limun i kivi. Dokazano je da najveća količina vitamina C 
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nakon prerade ostaje u soku naranče u usporedbi sa sokom jabuke (Gardner i sur., 2000). 
Čovjek ga mora unositi jer vitamin C sprječava oksidaciju drugih spojeva te je elektron donor 
za 8 enzima koji su uključeni u sintezu kolagena, karnitina i noradrenalina, amidaciju 
peptidnih hormona te u metabolizam tirozina. Također sudjeluje u obnavljanju 
tokoferoksilnog radikala vitamina E i na taj način omogućavaju vitaminu E da ponovno 
djeluje kao antioksidans u organizmu. Vitamin C nakuplja se u mozgu, jetri, slezeni, gušterači 
te u nadbubrežnoj žlijezdi gdje je najviše zastupljen (Domitrović, 2006). 
 Flavonoidi su skupina sekundarnih biljnih metabolita koji pripadaju polifenolnim 
spojevima te su dobri antioksidativni spojevi u uklanjanju peroksilnih i hidroksilnih radikala. 
Međutim ovisno o koncentraciji mogu se ponašati kao prooksidansi što može u nekim 
slučajevima biti i od koristi organizmu jer potiče organizam na stvaranje i aktivaciju drugih 
antioksidativnih puteva (Prochazkova i sur., 2011). Važni flavonoidi koji su pronađeni u 
naranči su hesperidin, naringin i neohesperidin. Istraživanja su pokazala antioksidativno, 
antikancerogeno, antialergijsko i protuupalno djelovanje hesperidina te se zbog toga on naziva 
i bioflavonoidom jer ima široki spektar djelovanja u stanicama. (Wilmsen i sur., 2005). 
Neohesperidin osim što jača imunitet, potiče bolji rad jetre te ubrzava razgradnju lipida kod 
steatoze jetre (Martinis i sur., 2008). Naringin je flavonoid koji ima antiproliferativna svojstva 
na staničnim linijama epitela raka dojke i aktivira tri enzima za popravak DNA kod raka 
prostate, ali za razliku od ostalih flavonoida ima najslabije djelovanje (Gao i sur., 2006). 
 Minerali kao što su magnezij, kalcij, bakar, kalij predstavljaju veliki značaj za ljudsko 
zdravlje. Njihova razina se u plodovima naranče povećava od lipnja prema studenom. 
Makronutrijenti su važni za pravilan rad krvožilnog sustava, za poboljšanje zdravlja zubi i 
kostiju (Paramasivam i sur., 2008). 
 Karotenoidi su moćni antioksidansi koji neutraliziraju slobodne radikale. Karotenoidi 
pronađeni u plodu naranče imaju antikancerogeni utjecaj te bolje djeluju kad ih se više 
kombinira prilikom terapije nego kada se konzumiraju samostalno (Nishino i sur., 2009). 
 Naranča je također bogata vitaminima iz B skupine: B1, B3, B6, folna kiselina (Okwu 
i Emernike, 2006). Ti su vitamini važni za održavanje normalne funkciju živčanog sustava 
(Moser, 2012). Uz sve navedene elemente, naranča je bogata i vlaknima koja imaju važnu 
ulogu u probavi hrane. Konzumacija hrane bogate vlaknima smanjuje rizik od pojave 
kardiovaskularnih bolesti, pretilosti, dijabetesa (Romero-Lopez, 2011). 
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  1.3.3. Metode odrađivanja antioksidativne aktivnosti 
Za određivanje antioksidacijskog kapaciteta koriste se navedene metode: ABTS-
metoda, DPPH-metoda te TEAC metoda od kojih su sve indirektne metode. Uz njih još 
postoje i direktne metode određivanja antioksidativne aktivnosti, a to su ORAC metoda te 
određivanje antioksidacijskog kapaciteta s -karotenom (Woydilo i sur., 2007). 
   1.3.3.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metoda 
 DPPH metoda je jednostavna i primjenjuje se od 1958. godine posebno kod ispitivanja 
antioksidativne aktivnosti voća i povrća te hrane (Shalaby i Shanab, 2013). To je  
spektrometrijska metoda koja se temelji na reakciji antioksidansa s organskim radikalom 
(Schlesier i sur., 2002). 
Slobodni radikal DPPH∙ sa nesparenim elektronom ima maksimalnu apsorpciju na 517 
nm što označava ljubičasto obojenje otopine. Kada antioksidans reagira sa DPPH∙, u prisustvu 
vodika kao elektron donora, dolazi do redukcije u DPPH (Slika 4) i što dovodi do apsorpcije 
na manjim valnim duljinama nego što je to kod DPPH. Zbog toga dolazi do obezbojenja 
otopine i nastaje žuta boja. Veća obezbojenost pokazuje veću redukcijsku sposobnost spoja 
(Patel i Patel, 2011). 
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Slika 4. Prelazak difenilpikrazila (slobodni radikal) u difenilpikrlihidrazin (Casanovas 
i sur., 2015) 
 Prilikom korištenja ove metode DPPH reagira sa cijelim spojem kojeg ispitujemo 
odnosno sa cijelim antioksidansom. Reakcija DPPH je spora što omogućuje ispitivanje i 
slabih antioksidanasa (Alam i sur., 2012). Sama reakcija se odvija pri sobnoj temperaturi i u 
tami da bi se izbjegla razgradnja antioksidanasa (Dawidowicz i sur., 2012). 
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 1.4. Antibakterijska aktivnost 
 1.4.1. Opća svojstva bakterija 
 1.4.1.1. Bacillus subtilis 
 Bacillus subtilis štapićasta je Gram-pozitivna aerobna bakterija. Mezofilna je vrsta  
rasprostranjena u tlu, vodama, žitaricama i povrću. Sadržava mnoge enzime koji omogućuju 
razgradnju supstrata te pružaju bakteriji mogućnost da preživi konstantne promjene koje se 
događaju u okolišu (Westers i sur., 2004). B. subtilis posjeduje spore koje mogu preživjeti 
različite ekstremne životne uvjete, pa recimo nađu li se u prašini, mogu se širiti vjetrom na 
velike udaljenosti (Kalenić i sur., 2013). 
 Korak po korak, otkrivanjem cijelog genoma bakterije B. subtilis dolazi do razvoja i 
napretka njenog korištenja u modernoj tehnologiji. Ona je od izuzetne važnosti jer omogućuje 
proizvodnju proteina uzimajući metabolite iz kulture medija u kojoj se uzgaja (Zhang i sur., 
2017). Zbog svih tih karakteristika B. subtilis je bakterijska kultura kojoj cijena uzgoja nije 
visoka, ali pokazuje visoku produktivnost i lako manipuliranje (Terpe, 2006).   
 Tijekom nutritivnog stresa B. subtilis stvara endospore koje joj omogućuju 
preživljavanje ekstremnih uvjeta kao što su visoka temperatura, UV i gama-zračenje, 
isušivanje te otrovne kemikalije.  i  proteini imaju glavnu ulogu u preživljavanju 
nepovoljnih uvjeta. Oni štite molekulu  DNA te se nalaze samo u endospori, a nema ih u 
vegetativnoj stanici. Provedeno je istraživanje s ciljem otkrivanja nastanka mutageneze u 
sporama nakon UV zračenja. Rezultati su pokazali da do mutageneze dolazi nakon što se 
spore B. subtilis tretiraju UV-A, UV-B ili UV-C zračenjem, ali mutacije se razlikuju ovisno o 
tipu UV zračenja (Cvjetan i sur., 2016). 
 Probiotici su dobroćudne bakterije koje poboljšavaju crijevnu mikrofloru i aktiviraju 
imunološki sustav. Zbog svoje sposobnosti preživljavanja niskog pH želuca i sposobnosti 
dolaska u crijevo, B. subtilis smatra se odličnim probiotikom. Također stimulira imunološki 
sustav tako što stvara velik broj protutijela. Posebno je važno stvaranje sekretornog oblika 
imunoglobulina A (sIgA) čime se pokreće imunološka reakcija u sluznici crijeva te se aktivira 
stečeni i urođeni imunološki sustav. Dolazi do aktivacije T i B limfocita prilikom čega se 
sprječava ulazak patogena i širenje infekcije (Hong i sur., 2008). 
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1.4.1.2. Escherichia coli 
Escherichia coli jedna je od najrasprostranjenijih koliformnih bakterija koje nastanjuju 
donji dio probavnog trakta sisavaca. Nastani se u probavnom sustavu već nekoliko dana 
nakon rođenja i ostaje u njemu kroz cijeli život. E. coli se može podijeliti u četiri kategorije 
(A, B1, B2 i D) ovisno o dijelu probavnog trakta kojeg nastanjuju (Cuevas-Ramos i sur., 
2010). Pripada u Gram–negativne bakterije, a lako je prepoznatljiva po svom štapićastom 
obliku. Aerobna je i fakultativno anaerobna bakterija te se može lako uzgojiti u 
laboratorijskim uvjetima (Orth i sur., 2011). E. coli može preživjeti neko vrijeme u vodi, 
zemlji i na različitim predmetima u biološkom materijalu. U hrani se lako i brzo razmnožava. 
Osjetljiva je na uobičajene dezinficijense. Izvanbolnički izolati E. coli obično su osjetljivi na 
amoksicilin i druge semisintetičke peniciline, cefalosporine, karbapeneme i aminoglikozide. 
Posljednjih su godina opisani sojevi koji izlučuju karbapenemaze, tako da neki sojevi E. coli 
postaju rezistentni na većinu postojećih antibiotika  (Kalenić i sur., 2013). 
Većina sojeva E. coli ne uzrokuje bolesti, ali postoje serotipovi koji mogu dovesti do 
trovanja hranom i crijevnih infekcija (Usajewicz i Nalepa, 2006). Također neke podvrste 
mogu dovesti do razvoja bolesti s teškim simptomima, kao što je enterohemoragična E. coli 
(EHEC). Pojava hemolitičko-uremijskog sindroma (HUS) karakterizira zarazu ovom 
bakterijom (Nguyen i Sperandio, 2012). 
80 do 90 % infekcija mokraćnog sustava uzrokuju upravo uropatogeni sojevi E. coli. 
Bakterija se veže za stanice mokraćnog sustava i dovodi do pojave infekcije koja može 
zahvatiti mokraćni mjehur i bubrege te kod određene skupine pacijenata može ostaviti trajne 
posljedice (Abduzaimović i sur., 2016). 
Razvojem molekularne biologije i metoda istraživanja došlo je do saznanja da E. coli 
ima važnu ulogu u farmaceutskoj industriji, komercijalnom genetičkom inženjeringu te u 
istraživanju mikrobiološke evolucije, te je moguće reći da je E. coli u sadašnjosti najvažniji 
modelni organizam u biologiji (Blount, 2015). 
1.4.1.3. Pseudomonas aeruginosa 
Prvi puta 1882. godine Gessard opisuje mikroorganizam odgovoran za stvaranje 
plavkastog gnoja u rani ozlijeđenih vojnika te ga naziva Bacillus pyocyaneus. 1900. godine  
Migula primjenjuje naziv Pseudomonas (grč. pseudo-lažan, lažno, monas-jedinka, jedinica), a 
epitet aeruginosa (lat. aeruginosus-pun bakrene hrđe tj. zelen) zamjenjuje pyocyaneus te 
nastaje današnji naziv Pseudomonas aeruginosa. Štapićasta je Gram-negativna bakterija te je 
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obligatni aerob i ne stvara spore. Najčešće živi u vlažnom okolišu, u zemlji i površinskim 
vodama (Kalenić i sur., 2013). 
 Jedna je od najčešćih bolničkih patogena koji uzrokuje infekcije povezane s visokom 
stopom smrtnosti. Razvijen metabolizam i oportunistički način života omogućava ovoj 
bakteriji preživljavanje u različitim uvjetima, a posjeduje i sposobnost stvaranja biofilmova. 
Kod hospitaliziranih pacijenata do kolonizacije najčešće dolazi u respiratornom i urinarnom 
traktu, a kod nekih pacijenata zabilježena je i kolonizacija gastrointestinalnog trakta. Kod 
osoba s normalnim imunološkim odgovorom ne postoji rizik od razvoja infekcija nastalih P. 
aeruginosom (Gužvinec i sur., 2012). 
 P. aeruginosa je izuzetno otporna bakterija prema tvarima koje dolaze izvana. Postoje 
različiti oblici rezistencije koje je razvila ova bakterija na antibiotike, najčešće na -laktame 
kao što su penicilini, cefalosporini, karbapanemi i monobaktami. Kao Gram-negativna 
bakterija posjeduje vanjsku membranu koja joj omogućava smanjeno propuštanje antibiotika. 
Stvaranjem efluksa odnosno izbacivanjem tvari iz stanice je još jedan način obrane od napada 
antibioticima. Također mogu inaktivirati antibiotike bakterijskim enzimima, -laktamazama. 
(Poole, 2011). 
 Osobe oboljele od cistične fibroze podložne su infekcijama uzrokovanim P. 
aeruginosom. Razvojem i napretkom te bolesti dolazi do stvaranja guste sluzi koja oblaže 
dišne puteve te tako stvara idealan okoliš za nastanjivanje P. aeruginosa koja tvori 
biofilmove. Nastala infekcija najveći je uzrok smrtnosti kod pacijenata oboljelih od cistične 
fibroze jer navedena bakterija stvara otpornost na antibiotike koji bi mogli pomoći u liječenju 
(Doring i sur., 2012). 
1.4.1.4. Staphylococcus aureus 
 Staphylococcus aureus bakterija je kuglastog oblika koja pripada aerobnim 
bakterijama te formira nakupine slične grozdovima, iako ih se može naći i pojedinačno, u 
paru i u kratkim lancima. Ima tipičnu stijenku Gram-pozivitnog mikroorganizma, nema 
flagele, nepokretna je i ne formira spore (Kalenić i sur., 2013). U normalnim uvjetima 
nastanjuje sluznicu nosa, gastrointestinalni trakt te površinu kože (Alagić i  sur., 2015). 
Patogena je bakterija te izaziva razne infekcije u ljudskom tijelu zbog toga što kao izvor 
metabolita koristi hemoglobin (Pishchany i sur., 2010). 
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S. aureus proizvodi faktore virulencije koji joj omogućavaju lakše širenje i prodiranje 
kroz organizam. Površinski proteini omogućuju prihvaćanje za proteine domadara, 
karotenoidi i katalaza omogućavaju preživljavanje fagocitoze, dok toksini uništavaju 
membrane eukariota (Iwatsuki i sur., 2006). Proizvodi također grupu toksina TSST-1 i 
enterotoksine (SEA, SEB, SECn, SED, SEE, SEH, SEI) koji uzrokuju nastanak toksičnog 
šoka te stimuliraju proliferaciju T-limfocita (Dinges i sur., 2000). 
Ova bakterija je jedna od najotpornijih patogena koji se može nastaniti u ljudskom 
organizmu. Otporna je na sve antibiotike koji su se do sada primjenjivali u njenom liječenju, 
lako modificira svoje gene odgovorne za nastanak virulencije te ima sposobnost usvajanja 
gena (Budimir i sur., 2007). MRSA (eng. Methicilin-resistant Staphylococcus aureus) su 
sojevi bakterije S. aureus koji predstavljaju veliki problem u bolnicama, a u današnje vrijeme 
sve više i u izvanbolničkim sredinama. Tipični izvanbolnički izolati posjeduju gen za 
kodiranje bikomponentnog toksina Panton Valentin leukocidina (PVL), koji doprinosi razvoju 
težih infekcija u izvanbolničkom okruženju (Budimir i sur., 2012). Prvo dolazi do 
kolonizacijskog stanja gdje pacijent ima na svom tijelu MRSA, ali ne pokazuju se simptomi 
zaraze. Ulaskom bakterije u tijelo dolazi do umnožavanja i pojave simptoma bolesti. 
Simptomi bolesti su vrućica, kožne promjene te povećanje broja leukocita (Tong i sur., 2015). 
Razvoj i kolonizacija ove bakterije je vrlo laka, jer je prilagođena različitim ekološkim 
nišama, moguće ju je izolirati i u hrani te to predstavlja problem u budućnosti, no sve veći je 
trend prevencije širenja te bolesti zbog kontrole bolničkih infekcija i poboljšanja higijene 
(Budimir i sur., 2012). 
  1.4.2. Metode određivanja antibakterijske aktivnosti 
Antibakterijsko djelovanje važna je komponenta koja se ispituje kod biljaka u novijim 
istraživanjima. Prirodni proizvodi, ekstrakti dobiveni iz biljaka u današnje vrijeme 
predstavljaju neograničen izvor za razvoj i proizvodnju pripravaka i lijekova različitih 
kemijskih sastava. Nekoliko metoda je trenutno dostupno i koristi se u određivanju 
antibakterijskih svojstava biljnih ekstrakata. Najčešće korištene metode su metoda minimalne 
inhibitorne koncentracije (MIC), metoda razrjeđivanja agara (eng. Agar dilution) te disk 
difuzijska analiza (eng. Disk diffusion) (Klančnik i sur., 2010). 
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 1.4.2.1. Metoda određivanja minimalne inhibitorne koncentracije, MIC   
  (eng. Minimal Inhibitory Concentration) 
Razina antibakterijske aktivnosti koja inhibira rast bakterije određuje se in vitro 
testiranjem aktivnosti standardizirane koncentracije bakterija u serijskim razrjeđenjima. 
Najniža koncentracija ekstrakta koja inhibira rast bakterija naziva se minimalna inhibitorna 
koncentracija (MIC). Metoda minimalne inhibitorne koncentracije pripada dilucijskim 
metodama te se može izvoditi na tekućoj ili krutoj podlozi. Biljni ekstrakt se serijski razrijedi, 
umetne u bakteriološku podlogu gdje se zatim inokulira ispitivani soj bakterije. Inkubacija 
traje od 18 do 24 sata na 35-37 °C nakon čega se gleda zamućenje (bujona) ili porast kolonija 
na krutoj podlozi što označava prisutnost bakterija. MIC se izražava u mg/L ili g/ml 
(Bedenić, 2009). Uz MIC još se pojavljuje termin minimalna baktericidna koncentracija 
(MBC) koja označava najnižu koncentraciju ekstrakta koji usmrćuje sve mikroorganizme na 
podlozi (Pramila i sur., 2011). Iako se MIC i MBC koriste kao popularne metode za 
otkrivanje antibakterijske aktivnosti i one imaju neke nedostatke kao nemogućnost otkrivanja 
postantibiotskog efekta za koji se kasnije koriste farmakokinetička i farmakodinamička 
modeliranja (Kiem i Schentag, 2006).  
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 1.5. Cilj rada 
 Cilj ovog diplomskog rada bio je utvrditi kako različiti uvjeti ultrazvučne ekstrakcije 
uzoraka kore naranče (Citrus sinensis Osbeck cv. Washington navel) utječu na ukupnu 
antibakterijsku i antioksidativnu aktivnost određivanjem ukupne koncentracije fenolnih 
spojeva, ukupne antioksidacijske te antibakterijske aktivnosti na Gram - pozitivne i Gram -  
negativne humane patogene.  
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2. MATERIJALI I METODE 
2.1. Materijal 
Ovo istraživanje je provedeno na kori dobivenoj iz naranče Citrus sinensis Osbeck cv. 
Washington navel. Biljke su uzgajane pod istim klimatskim i kulturnim uvjetima u Opuzenu  
(južna Hrvatska). Plodovi su sakupljeni tijekom plodonosnog razdoblja u studenom 2014. i 
svježe obrađeni uklanjanjem kore koje su dalje samljevene i podvrgnute ekstrakciji.  
2.2. Metode 
2.2.1. Ekstrakcija uzoraka 
Ekstrakcija uzoraka kore naranče napravljena je pri 3 različite temperature (30, 50 i 70 
°C) s različitim trajanjem vremena ekstrakcije (15, 30 i 45 min), s različitim omjerima otapala 
i biljna tvari (10, 30 i 50 mL/g) te s različitim omjerom etanola i vode (60:40, 40:60, 20:80). 
Ekstrakcija je provedena u ultrazvučnoj kupki Elma, ElmasonicP 70 H s frekvencijom od 37 
kHZ pri snazi od 50 W. Nakon ultrazvučne ekstrakcije uzorci su filtrirani kroz filter papir i 
pohranjeni na + 4 °C do daljnjih analiza. 
 
Tablica 1. Dizajn eksperimenta ultrazvučne ekstrakcije 
 
UZORAK 
 
TEMPERATURA 
(°C) 
 
VRIJEME  
(min) 
 
OTAPALO-
ČVRSTA TVAR  
(ml/g) 
 
ETANOL  
(%) 
1 70 45 30 50 
2 70 30 30 20 
3 30 30 30 20 
4 30 45 30 50 
5 30 30 10 50 
6 50 15 10 50 
7 50 30 50 20 
8 50 45 30 20 
9 50 30 30 50 
10 70 15 30 50 
11 30 30 30 80 
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12 70 30 30 80 
13 50 30 10 20 
14 30 15 30 50 
15 50 30 30 50 
16 50 30 10 80 
17 70 30 10 50 
18 50 30 30 50 
19 50 45 30 80 
20 50 30 30 50 
21 50 15 50 50 
22 70 30 50 50 
23 30 30 50 50 
24 50 15 30 80 
25 50 30 50 80 
26 50 45 50 50 
27 50 45 10 50 
28 50 30 30 50 
29 50 15 30 20 
 
 
2.2.2. Određivanje koncentracije ukupnih fenola 
2.2.2.1. Folin-Ciocalteu metoda 
Folin – Ciocalteu metoda je spektrofotometrijska metoda koja se koristi za određivanje 
ukupne koncentracije fenolnih spojeva. Metoda se temelji na reakciji Folin – Ciocalteu 
reagensa (smjesa fosofovolframove i fosfomolibdenske kiseline) s fenolnim spojem u blago 
alkalnim uvjetima pri čemu dolazi do nastanka plave boje. 
Postupak: 
U reakcijsku smjesu dodano je 0.5 ml vodom razrijeđenog ekstrakta kore naranče (1:4) i 
2.5 ml destilirane vode nakon čega je dodano 0.5 ml Folin-Ciocalteu reagensa koji je 
prethodno razrijeđen s destiliranom vodom u omjeru 1:10. Pripremljena smjesa je 
vorteksirana te je nakon 3 minute dodano 2 ml zasićene otopine Na2CO3 te je dodana 
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destilirana voda do oznake 10 ml. Svi uzorci su dobro promiješani i ostavljeni su u tami 90 
minuta pri sobnoj temperaturi nakon čega je mjerena apsorbancija pri 700 nm. Na isti način 
pripremljena je i slijepa proba, ali umjesto ekstrakta kore naranče stavlja se destilirana voda u 
reakcijsku smjesu. Svaki uzorak pripremljen je u tri ponavljanja, a rezultati su dobiveni prema 
kalibracijskoj krivulji galne kiseline i izraženi u miligramima ekvivalenata galne kiseline 
(GAE) po gramu kore naranče.  
 
2.2.3. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti 
2.2.3.1. DPPH  analiza 
Ukupna antioksidacijska aktivnost ekstrakata narančine kore određena je prema 
modificiranoj DPPH metodi, prema Shih i sur., 2007. 
Postupak:  
750 L razrijeđene otopine ekstrakata kore naranče (faktor razrijeđenja=10) 
pomiješano je s 750 L otopine DPPH radikala (0.2 mM) te je konačna koncentracija 
DPPH radikala bila 0.1 mM. Smjesa je je vorteksirana te je inkubirana na sobnoj 
temperaturi u tami 30 minuta nakon čega je mjerena apsorbanca pri =517 nm. Kao 
kontrola korištena je 0.1 mM otopina DPPH radikala, a kao standard askorbinska 
kiselina. Sva mjerenja provedena su u tri replike te je sposobnost hvatanja slobodnih 
DPPH radikala izračunata prema sljedećoj formuli: 
 
% hvatanja DPPH radikala =
 Ab+As−Am
Ab
 x 100 
gdje su: 
Ab - apsorbancija 0.1 mM metanolne otopine DPPH radikala pri = 517 nm; 
As – apsorbancija 0.1 mM metanolne otopine ekstrakta  pri = 517 nm (slijepa proba 
ekstrakta); 
Am – apsorbancija 0.1 mM metanolne otopine  smjese ekstrakata i DPPH radikala pri 
= 517 nm 
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2.2.4. Određivanje antibakterijske aktivnosti 
2.2.4.1. Priprema hranjive podloge 
U eksperimentu je korištena Müller Hinton čvrsta hranjiva podloga za nasađivanje 
bakterija. Za pripremu 100 ml čvrste hranjive podloge potrebno je izvagati 2.2 g Müller 
Hintona, 0.5 g ekstrakta kvasca i 1.5 g agara. Zatim je potrebno dodati 1 ml glicerola te do 
100 ml 0.25M otopine PBS-a (fosfatni pufer, engl. Phosphate buffer saline) s podešenom pH 
vrijednosti na 7.4. Potrebno je sve promiješati te kuhati 10 minuta. Nakon kuhanja podloge je 
potrebno autoklavirati 15 minuta pri 121 °C. Nakon autoklaviranja podloge se malo ohlade te 
se izliju u Petrijeve posude. Dodatnim hlađenjem podloge se stvrdnjavaju te se na taj način 
omogućuje nasađivanje bakterijskih kultura. Podloge s nasađenim bakterijama inkubiraju se 
pri 37 °C tijekom noći (16 sati). 
U mikrotitarskim pločicama korišten je tekući Müller Hinton bujon. Za pripremu 1 L 
Müller Hinton bujona potrebno je otopiti 22 g Müller Hintona u 1 L hladne destilirane vode 
zatim zagrijati smjesu do potpunog otapanja te autoklavirati na 121 °C tijekom 15 minuta. 
Nakon obavljenog postupka smjesu je potrebno ohladiti, razdijeliti i pohraniti u hladnjaku. 
 
Slika 4. Prikaz hranjivih podloga s bakterijskim sojevima nakon inkubacije 
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2.2.4.2. Odabir bakterijskih organizama i određivanje gustoće bakterijske 
suspenzije 
Četiri korištene bakterije izolirane su iz različitih kliničkih uzoraka dobivenih s 
Mikrobiološkog odjela Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u Osijeku. Vrste Bacillus 
subtilis i Escherichia coli odabrane su kao dva najčešće korištena modelna organizma u 
istraživanjima koja predstavljaju Gram – pozitivne i Gram – negativne bakterije. S druge 
strane, kao česti ljudski patogeni odabrane su vrste Staphylococcus aureus i Pseudomonas 
aeruginosa te također predstavljaju Gram – pozitivne i Gram – negativne bakterije. Navedene 
bakterije su čuvanje u hladnjaku u dubokom agaru. 
Gustoća bakterijskih suspenzija određena je prema McFarlandovom standardu čiji je 
princip uspoređivanje sa suspenzijom poznatog zamućenja, a koja se nalazi u ampuli jednakog 
promjera. Uporaba McFarland standarda neophodna je pri standardizaciji mikrobioloških 
metoda, a standardi su sukladni brojevima na McFarland skali. U ovom istraživanju korišten 
je Standard 0.5 kod kojeg koncentracija bakterija iznosi 150 x 106 /ml. Apsorbancija 
bakterijske suspenzije mjerena je u sterilnoj fiziološkoj otopini pri 600 nm. 
Tablica 2. Vrijednosti standarda na McFarland skali (McFarland, 1907) 
Standard Koncentracija bakterija 
(1) x106/ml 
Teoretska optička 
gustoća (2) pri 550 
nm 
Apsorbancija pri 
600 nm 
0.5 150 0.125 0.063 
1 300 0.25 0.123 
2 600 0.50 0.242 
3 900 0.75 0.431 
4 1200 1.00 0.653 
5 1500 1.25 0.867 
 
(1) Koncentracija bakterija ovisi o njihovoj veličini, a brojevi pokazuju prosječnu 
vrijednost 
(2) Vrijednosti odgovaraju optičkoj gustoći bakterijske suspenzije 
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2.2.4.3. Određivanje minimalne inhibitorne koncentracije 
 
Pripremljena su 50 %-tna razrjeđenja svih ekstrakata. Određivanje minimalne 
inhibitorne koncentracije ekstrakata izvedeno je na mikrotitarskim pločicama s 96 jažica. U 
svaku jažicu otpipetirano je 100 μl Müller Hinton bujona. U prvu jažicu u nizu dodano je 100 
μl otapala, odnosno etanol kao negativna kontrola. U svaku sljedeću jažicu u nizu dodano je 
po 100 μl razrijeđenih ekstrakata. Nakon izrade serijskih razrjeđenja ispitivanih uzoraka, u 
svaku je jažicu dodano 20 μl bakterijske suspenzije. Odnosno, inokulirano je 300 x 103 
bakterija (gustoća korištene bakterijske suspenzije je 0.5 na McFarland skali, što iznosi 150 x 
106 bakterija/ml). Tako priređena pločica se inkubira na 37 °C tijekom 24 sata.  
Promjene nastale rastom, odnosno inhibicijom rasta bakterija, očitavaju se golim 
okom. Naime, pojava zamućenja ili taloga na dnu mikrotitarske pločice znak su rasta 
bakterija. Pojava taloga dodatno se uspoređuje s kontrolnim jažicama. Najveće razrjeđenje 
ekstrakata pri kojem nije došlo do pojave zamućenja predstavlja minimalnu inhibitornu 
koncentraciju pojedinog ekstrakta.  
 
2.3. Statistička obrada podataka 
Normalnost raspodjele numeričkih varijabli testirana je Shapiro-Wilk testom. Obzirom 
na to da podaci ne slijede normalnu raspodjelu, za usporedbu ekstrakata kore naranče prema 
koncentraciji ukupnih fenola, antioksidacijskoj i antibakterijskoj aktivnosti korišten je 
neparametrijski Spearmanov koeficijent korelacije. Za prikaz rezultata korišten je dijagram 
raspršenja (engl. Scatter diagram) na kojemu se nezavisna varijabla nalazi na osi x, a zavisna 
na osi y. Podaci dobiveni ovim istraživanjem obrađeni su u statističkom programu programu 
STATISTICA 12.0 (Statsoft, Inc, Tulsa, OK, USA), a korelacijske mape izrađene su pomoću 
programa XLSTAT-Base. Svi testovi provedeni su uz razinu značajnosti od α=0.05. 
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3. REZULTATI 
Analizom rezultata uspoređen je utjecaj različitih uvjeta ultrazvučne ekstrakcije na 
koncentraciju ukupnih fenola, ukupnu antioksidacijsku aktivnost te antibakterijsko djelovanje 
ekstrakata kore naranče. 
 
Slika 5. Prikaz korelacijske mape uvjeta i parametara u provedenom istraživanju 
*korelacijska mapa koristi plavo-crvenu (hladno-toplo) skalu za prikaz korelacije; plava boja odgovara 
korelaciji blizu -1, crvena boja odgovara korelaciji blizu 1, a zelena korelaciji blizu 0. 
3.1. Utjecaj različitih uvjeta ultrazvučne ekstrakcije na koncentraciju fenolnih spojeva 
Pri ultrazvučnoj ekstrakciji najviša koncentracija ukupnih fenola iznosila je 41,37 
mgGAE/g u uvjetima ekstrakcije pri 70°C tijekom 30 min s omjerom 50 ml otapala na 1 g 
biljne tvari te 50 %-tnim etanolom (Tablica 3, uzorak 22). Najniža koncentracija ukupnih 
fenola iznosila je 22,28 mgGAE/g u uvjetima ekstrakcije pri 50 °C tijekom 45 min s omjerom 
30 ml otapala na 1 g biljne tvari te 20 %-tnim etanolom. Srednja vrijednost ukupne količine 
fenolnih spojeva u eksperimentu iznosi 31,946 mgGAE/g. Prema Spearmanovom koeficijentu 
korelacije dobivene vrijednosti su slabo povezane s omjerom otapalo-biljna tvar (Slika 6, 
r=0,409; p<0,05). 
UZORAK
TEMPERATURA (°C)
VRIJEME (min)
OTAPALO-BILJNA TVAR  (ml/g)
ETANOL (%)
DPPH ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST (%)
FENOLI mgGAE/g KORE
MIC E. c.  mg/ml
MIC P. a. mg/ml
MIC B. s. mg/ml
MC S.a. mg/ml
RUN SOLVENT/SOLID
(ml/mg)
FENOLI mgGAE/g
KORE
MIC B. s. mg/ml
MAPA KORELACIJE:
ETANOL (%) UZORAK 
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Tablica 3. Koncentracija ukupnih fenola iukupna antioksidacijska aktivnost ekstrakata 
UZORAK UKUPNI FENOLI(mgGAE g−1) DPPH (%) 
1 33,65 + 2,34 82,07 ± 2,14 
2 33,44 + 2,29 66,67 ± 6,13 
3 32,83 + 3,13 60,82±5,19 
4 34,58 + 2,34 62,56 ± 1,82 
5 ND ND 
6 ND ND 
7 37,08 + 3,55 36,62 ±2,94 
8 22,28 + 3,55 57,93 ± 1,00 
9 32,80 + 2,02 57,93 ± 2,15 
10 32,79 + 2,75 73,14 ± 0,76 
11 25,22 + 2,31 51,39 ± 1,58 
12 33,04 + 1,40 65,35 ± 1,15 
13 ND ND 
14 29,33 + 0,69 59,04 ±9,78 
15 31,15 + 1,86 56,03 ± 5,30 
16 ND ND 
17 ND ND 
18 27,87 + 1,91 57,09 ± 13,61 
19 24,50 +  1,14 54,81 ± 3,51 
20 29,27 + 1,14 63,24 ± 7,08 
21 30,02 + 1,08 38,80 ± 8,27 
22 41,37 + 2,28 48,61 ± 1,46 
23 37,45 + 4,01 34,13 ± 4,68 
24 25,65 + 1,66 52,15 ± 6,83 
25 30,42 + 2,34 38,48 ±1,29 
26 38,83 + 3,29 47,39 ± 1,03 
27 ND ND 
28 34,33 + 2,56 48,64 ± 3,90 
29 38,55 + 0,38 52,44 ± 0,42 
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Slika 6. Prikaz povezanosti omjera otapala-čvrste tvari (ml/g) i koncentracije 
ukupnih fenola (mgGAE/g) (r=0,409; p<0,05) 
3.2. Utjecaj različitih uvjeta ultrazvučne ekstrakcije na ukupnu antioksidacijsku 
aktivnost 
Ukupna antioksidativna aktivnost određena je pomoću modificirane DPPH 
metode. Tijekom ispitivanja antioksidacijske aktivnosti najveći dobiveni iznos je 
82,07 % pri uvjetima ekstrakcije 70 °C tijekom 45 minuta pri omjeru otapalo-
biljna tvar 30 ml na 1 g biljne tvari i 50 %-tnim etanolom, a najmanja iznosi 34,13 
% pri uvjetima ekstrakcije 30 °C tijekom 30 minuta pri omjeru otapalo-biljna tvar 
50 ml na 1 g biljne tvari i 50 %-tnim etanolom (Tablica 3, uzorak 23). Prema 
Spearmanovom koeficijentu korelacije postoji slaba povezanost između 
antioksidativne aktivnosti i temperature (Slika 7, r=0,30; p<0,05) te dobra 
negativna povezanost između omjera otapalo-biljna tvar i antioksidativne 
aktivnosti (Slika 8, r=-0,72; p<0,05). 
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Slika 7. Prikaz povezanosti temperature (°C) i antioksidative aktivnosti (%) 
(r=0,30; p<0,05) 
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Slika 8. Prikaz povezanosti omjera otapalo-biljna tvar (ml/g) i antioksidativne 
aktivnosti (%) (r=-0,72; p<0,05) 
3.3. Utjecaj različitih uvjeta ultrazvučne ekstrakcije na antibakterijsko djelovanje 
Najbolja antibakterijska aktivnost utvrđena je kod uzorka ekstrahiranog pri 30 °C  
tijekom 30 min s omjerom 50 ml otapala na 1 g biljne tvari te 50%-tnim etanolom  
(Tablica 4, uzorak 23). Prema Spearmanovom koeficijentu korelacije postoji slaba 
negativna povezanost između minimalne inhibitorne koncentracije i sadržaja 
etanola prilikom ultrazvučne ekstrakcije. 
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Tablica 4. Vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije MIC (mg mL-1) 
 
 
UZORAK 
MIC (mg mL-1) 
E. coli P.  aeruginosa B. subtilis S. aureus 
1 2,083333333 1,041666667 2,083333333 1,041666667 
2 1,041666667 1,041666667 2,083333333 1,041666667 
3 1,041666667 1,041666667 2,083333333 1,041666667 
4 1,041666667 1,041666667 1,041666667 1,041666667 
5 ND ND ND ND 
6 ND ND ND ND 
7 1,25 0,625 1,25 0,625 
8 1,041666667 1,041666667 2,083333333 1,041666667 
9 1,041666667 1,041666667 1,041666667 2,083333333 
10 1,041666667 0,520833333 1,041666667 1,041666667 
11 1,041666667 0,520833333 0,520833333 1,041666667 
12 0,520833333 0,520833333 0,520833333 0,520833333 
13 ND ND ND ND 
14 0,520833333 0,520833333 0,520833333 0,520833333 
15 0,520833333 0,520833333 0,520833333 0,520833333 
16 ND ND ND ND 
17 ND ND ND ND 
18 0,520833333 1,041666667 0,520833333 0,520833333 
19 0,520833333 1,041666667 0,520833333 1,041666667 
20 1,041666667 1,041666667 1,041666667 1,041666667 
21 0,625 0,625 0,625 0,625 
22 0,625 0,625 0,3125 0,625 
23 0,625 0,3125 0,3125 0,3125 
24 1,041666667 0,520833333 0,520833333 0,520833333 
25 0,625 0,3125 0,3125 0,625 
26 0,625 0,3125 0,3125 0,625 
27 ND ND ND ND 
28 1,041666667 1,041666667 0,520833333 1,041666667 
29 1,041666667 1,041666667 2,083333333 1,041666667 
AMIKACIN 0,00016 0,0003 0,00002 0,000 
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Slika 9. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije bakterije E. coli 
(mg/ml) i sadržaja etanola (%) (r=-0,43; p<0,05) 
 
Minimalna inhibitorna koncentracija dobivena ispitivanjem bakterije E. coli iznosi 
0,5208 mg/ml, dobivena kod 5 različitih uzoraka (Tablica 4, uzorci 12, 14, 15, 18, 
19). Najveća koncentracija iznosi 2,0833 mg/ml, a dobivena je pri 70 °C tijekom 
45 min min s omjerom 30 ml otapala na 1 g biljne tvari te 50%-tnim etanolom.   
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Slika 10. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije bakterije P. 
aeruginosa (mg/ml) i sadržaja etanola (%) (r=-0,464; p<0,05) 
 
Minimalna inhibitorna koncentracija dobivena ispitivanjem bakterije P. 
aeruginosa iznosi 0,3125 mg/ml kod 3 različita uzorka. Najveća MIC iznosi 
1,04166 mg/ml kod 11 različitih uzoraka (pod brojem 1, 2, 3, 4, 8, 9, 18, 19, 20, 
28, 29). Prema Spearmanovom koeficijentu korelacije postoji slaba negativna 
povezanost između minimalne inhibitorne koncentracije i sadržaja etanola 
prilikom ultrazvučne ekstrakcije (Slika 10, r=-0,464; p<0,05). 
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Slika 11. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije bakterije B. 
subtilis (mg/ml) i sadržaja etanola (%) (r=-0,67; p<0,05) 
 
U slučaju bakterije B. subtilis minimalna inhibitorna koncentracija iznosi 0,312 
mg/ml koja se pojavljuje kod 4 uzorka (Tablica 4, uzorci 22, 23, 25, 26). Najveća 
MIC je 2,0833 mg/ml kod 5 uzoraka (Tablica 4, uzorci 1, 2, 3, 8, 29). Prema 
Spearmanovom koeficijentu korelacije postoji dobra negativna povezanost između 
minimalne inhibitorne koncentracije i sadržaja etanola prilikom ultrazvučne 
ekstrakcije (Slika 11, r=-0,67; p<0,05). 
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Slika 12. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije 
bakterije S. aureus (mg/ml) i sadržaja etanola (%) (r=-0,28; p<0,05) 
 
Najniža minimalna inhibitorna koncentracija dobivena ispitivanjem bakterije S. 
aureus bila je 0,3125 mg/ml kod uzorka koji je dobiven ekstrakcijom pri 30 °C 
tijekom 30 minuta u omjeru otapalo-biljna tvar koje je iznosilo 50 ml na 1 g biljnu 
tvari s 50 %-tnim etanolom. Najveća MIC bila je 2,0833 mg/ml dobivena je kod 
uzorka koji je ekstrahiran pri 50 °C tijekom 30 minuta u omjeru otapalo-biljna tvar 
koje je iznosilo 30 ml na 1 g biljnu tvari s 50 %-tnim etanolom (Tablica 4, uzorak 
9). Prema Spearmanovom koeficijentu korelacije postoji dobra negativna 
povezanost između minimalne inhibitorne koncentracije i sadržaja etanola 
prilikom ultrazvučne ekstrakcije (Slika 12, r=-0,28; p<0,05). 
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4. RASPRAVA 
U ovom diplomskom radu istraženo je kako različiti uvjeti ultrazvučne ekstrakcije 
uzoraka kore naranče utječu na ukupnu koncentraciju fenolnih spojeva te na 
antioksidacijsku i antibakterijsku aktivnost. 
Metodom Folin-Ciocalteu dobivena je ukupna koncentracija fenolnih spojeva kod 
uzoraka kore naranče. Najveća koncentracija fenola dobivena je tijekom 30 minuta pri 
temperaturi od 70 °C s omjerom otapalo-biljna tvar 50 ml na 1 g biljnog materijala te s 
50 % etanolom, a najmanja tijekom 45 minuta pri temperaturi od 50 °C s omjerom 
otapalo-biljna tvar 30 ml na 1 g biljnog materijala s 20 %-tnim etanolom. Dosadašnja 
istraživanja pokazala su da ultrazvučna ekstrakcija smanjuje vrijeme trajanja ekstrakcije 
i povećava količinu ekstrahiranih fenolnih spojeva na način da dolazi do promjena 
staničnih struktura i razaranja biljnih stanica prilikom čega dolazi do lakšeg otapanja 
fenolnih spojeva u otapalu (Banožić i sur., 2019). Vrijeme ekstrakcije krucijalno je jer 
ono može rezultirati uštedom vremena i potrošenih sredstava tijekom provedbe 
eksperimenta. Produženo vrijeme ekstrakcije dovodi do smanjenja ukupne količine 
fenolnih komponenti jer dolazi do dužeg izlaganja faktorima kao što su svjetlost i kisik 
(Chan i sur., 2009). U radu Kamran Khan i sur. 2010, provedena je standardna 
ekstrakcija fenola iz narančine kore u istim uvjetima kao i ultrazvučna ekstrakcija, osim 
sonifikacije. Sadržaj fenola pri ultrazvučnoj ekstrakciji bio je veći u kraćem 
vremenskom razdoblju u odnosu na sadržaj fenola pri standardnoj ekstrakciji u dužem 
vremenskom trajanju. Uz odabir dužine trajanja ekstrakcije važno je odabrati i 
optimalan odnos količine otapala-čvrste tvari potrebne za ekstrakciju da bi se dobili što 
veći prinosi ekstrahiranih fenolnih spojeva (Wang i Weller, 2006). Spearmanovim 
testom korelacije pokazana je povezanost između omjera otapalo-biljna tvar i 
koncentracije fenolnih spojeva. Etanol kao polarni spoj pokazao se kao dobro otapalo 
tijekom ekstrakcije biljnog materijala. Prijašnja istraživanja pokazala su da otapala veće 
polarnosti pokazuju veću koncentraciju ekstrahiranih fenolnih spojeva od onih manje 
polarnosti (Roby i sur., 2019). Uz sve navedeno također su izrazito bitne fizikalne 
karakteristike otapala zbog utjecaja na kavitaciju tijekom ultrazvučne ekstrakcije. 
Otapala s niskom viskoznosti i manjom površinskom napetosti bolje utječu na samu 
ekstrakciju (Corbin i sur., 2015). Ultrazvučna ekstrakcija pokazala se učinkovitija u 
prinosu fenola u usporedbi s konvencionalnim metodama ekstrakcije. Visoki tlak i 
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temperatura su važni čimbenici ekstrakcije te se trebaju pronaći optimalni uvjeti pri 
kojima će koncentracija fenolnih spojeva biti najveća (M'hiri i sur., 2015). 
Antioksidacijsko djelovanje kore naranče mjereno je DPPH metodom. Najveća 
antioksidacijska aktivnost dobivena je prilikom ekstrakcije u trajanju od 45 minuta pri 
70 °C s omjerom otapalo-biljna tvar 30 ml na 1 g biljnog materijala i 50 %-tnim 
etanolom, a najmanja prilikom ekstrakcije u trajanju od 30 minuta pri 30 °C s omjerom 
otapalo-biljna tvar 50 ml na 1 g biljnog materijala i 50 %-tnim etanolom. Povezanost 
između temperature i omjera otapalo-biljna tvar s ukupnom antioksidacijskom aktivnosti 
uzoraka potvrđena je Spearmanovim testom korelacije. U posljednje vrijeme velika 
važnost se pridaje iskorištavanju industrijskog otpada kao što je sirovi biljni materijal, u 
ovom slučaju kora naranče. Kora naranče se pokazala kao veliki izvor antioksidativnih 
komponenti te ovisno o uvjetima ekstrakcije dolazi do njenog maksimalnog 
iskorištavanja (Hegazy i Ibrahium, 2012). Ultrazvučna ekstrakcija u odnosu na druge 
tipove ekstrakcije donosi veći postotak ekstrahiranih tvari koje imaju antioksidativno 
djelovanje. Visoka temperatura tijekom ekstrakcije utječe na ukupno antioksidacijsko 
djelovanje uzoraka jer dovodi do boljeg raspadanja biljnog materijala i samim time 
većeg prodiranja otapala u uzorak i otapanja ekstrahirane komponente (Golmohamadi i 
sur., 2013). U ovom istraživanju je negativni predznak između povezanosti omjera 
otapalo-biljna tvar i antioksidacijske aktivnosti što pokazuje da veća količina otapala 
smanjuje antioksidacijsku aktivnost. Polarnost otapala važna je komponenta koja utječe 
na ekstrahirane spojeve iz uzoraka. Veća količina polarnog otapala može djelovati na 
spojeve tijekom ekstrakcije te na taj način smanjiti njihovu antioksidativnu aktivnost 
(Rababah i sur., 2010). U većini prijašnjih radova pronađena je povezanost između 
koncentracije ukupnih fenolnih spojeva i antioksidativne aktivnosti biljnog materijala 
(Rababah i sur., 2004). Međutim u ovom istraživanju možemo pretpostaviti da je vrsta 
fenolnih komponenti u uzorku važnija od ukupne koncentracije koja pridonosi 
antioksidativnoj aktivnosti. 
Važna komponenta ekstrakcije je i odabir otapala. U istraživanju koje su proveli Albu 
i sur. (2004) ispitivana je razlika uspješnosti ekstrakcije u etanolu i vodenoj kupelji. 
Rezultati su pokazali da je ista količina dobivenih tvari ekstrahirana u etanolu u 15 
minuta kao što je u 3 sata u vodenoj kupelji. Taj zaključak se može objasniti 
intenzifikacijom prijenosa mase pri ultrazvučnoj ekstrakciji, što dovodi do bolje reakcije 
otapala i biljnog materijala (Drmić i Jambrak, 2010), 
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 Antibakterijsko djelovanje ekstrakata kore narače ispitivano je metodom minimalne 
inhibitorne koncentracije (MIC). Jednako učinkovito djelovanje bilo je kod bakterija P. 
aeruginosa, B. subtilis, S. aureus, a najmanje učinkovito djelovanje bilo je kod bakterije 
E. coli. Spearmanov koeficijent korelacije pokazao je povezanost između postotka 
etanola i antibakterijskih svojstava kore naranče. Povećanjem sadržaja etanola dolazi do 
nižih vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije što znači jaču antibakterijsku 
aktivnost. No, pri manjim količinama etanola koji se koriste tijekom ekstrakcije dolazi 
do većeg oslobađanja bitnih antibakterijskih molekula. U dosadašnjim istraživanjima 
utvrđeno je da veće količine etanola kao otapala mogu dovesti do reakcija s aktivnim 
sastojcima iz biljnog ekstrakta te na taj način smanjiti antibakterijsko djelovanje uzorka 
(Rababah i sur., 2010). U istraživanjima koja su provedena do danas pokazano je da 
ekstrahirane komponente koje se smatraju antibakterijskim, djeluju različito na određene 
skupine bakterija jer je to u ovisnosti o mogućnosti penetracije spojeva kroz stijenke i 
membrane bakterija (Mehmood i sur., 2015). 
Prijašnja istraživanja kore i sjemenki naranče kao otpadnog materijala ekstrahiranog u 
etanolu i vodi pokazala su vrlo dobro antibakterijsko djelovanje na bakterijske patogene 
(E. coli i S. aureus) te samim time napravili bazu za iskorištavanje otpada u dobre svrhe. 
Kora naranče pokazala se iskoristivijom nego sjemenke zbog svog većeg sadržaja vode 
koja omogućava veću zastupljenost antibakterijskih komponenti (Egbuonu i Osuji, 
2016). 
Uzorci kore naranče ultrazvučno ekstrahirani u različitim uvjetima pokazali su dobru 
antibakterijsku i antioksidacijsku aktivnost te ukupnu koncentraciju fenola. Narančina 
kora pruža bogatstvo različitih aktivnih tvari koje su značajne za ljudsko zdravlje te bi 
kao idući korak bilo poželjno izolirati molekule koje dovode do antibakterijske i 
antioksidativne aktivnosti. Uz sam sastav molekula značajno bi bilo detaljnije proučiti 
mehanizme kojima se odvijaju određene aktivnosti. Uz ultrazvučnu ekstrakciju još bi se 
mogla provesti ekstrakcija superkritičnim fluidima i mikrovalna ekstrakcija nakon čega 
bi se mogli usporediti rezultati i oderditi koja je povoljnija i učinkovitija za uzorke kore 
naranče. Primjenom otapala različite polarnosti moguće je istražiti koje otapalo pruža 
najveće prinose ukupnih fenolnih spojeva i najveću antioksidtivnu aktivnost. U iduća 
istraživanja antibakterijskog djelovanja poželjno je uključiti disk-difuzijsku metodu, 
FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) metodu po Benzieu i Strainu (1996) i 
ABTS (2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) metodu po Arts i sur. 
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(2001) za određivanje antioksidacijske aktivnosti. Koristeći više različitih metoda 
tijekom eksperimenta dobili bi se točniji i značajniji rezultati pomoću kojih bi se 
detaljnije i preciznije odredile pozitivne značajke kore naranče. 
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5. ZAKLJUČCI 
Analizom utjecaja različitih uvjeta ultrazvučne ekstrakcije na koncentraciju ukupnih 
fenola, antioksidacijsku aktivnost te antibakterijsko djelovanje kore naranče, ovim su 
istraživanjem izvedeni sljedeći zaključci: 
 Optimalni uvjeti za dobivanje najveće koncentracije ukupnih fenolnih spojeva 
tijekom ultrazvučne ekstrakcije su 70 °C tijekom 30 min s omjerom otapalo-
biljna tvar 50 ml na 1 g biljnog materijala te 50 %-tnim etanolom 
 Optimalni uvjeti za dobivanje najveće antioksidativne aktivnosti kore naranče 
tijekom ultrazvučne ekstrakcije su 70 °C tijekom 45 min pri omjeru otapalo-
biljna tvar 30 ml na 1 g biljnog materijala te 50 %-tnim etanolom 
 Veći omjer otapalo-biljna tvar donosi do većeg prinosa ukupnih fenolnih spojeva 
prilikom ultrazvučne ekstrakcije 
 Pri višoj temperaturi ultrazvučne ekstrakcije dolazi do većeg postotka ukupne 
antioksidativne aktivnosti 
 Veći omjer otapalo-biljna tvar dovodi do smanjenja antioksidativne aktivnosti 
uzoraka kore naranče 
 Bolja je povezanost između antioksidativne aktivnosti i omjera otapalo-biljna 
tvar nego između parametara antioksidatvna aktivnost i temperatura 
 Veća koncentracija etanola dovodi do smanjenja minimalne inhibitorne 
koncentracije 
 Važno je odrediti optimalni odnos otapalo-biljna tvar, dužinu trajanja i 
temperaturu ultrazvučne ekstrakcije 
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